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  ضّد مرفين باديتوليد آنتي 
 
 
 
 * اكبرزاده دكتر عظيم 
 
 
 
، ابتدا ضّد مرفين باديتوليد آنتي براي  
 به و سپس تبديل سوكسينات مرفين به مرفين
 8/2 تحقيق شد. در اين گاو مّتصل سرم آلبومين
 آلبومين هر ملكول به سوكسينات مرفين ملكول
 به شده تهيّه ايمنوژن ؛ و سپسگاو مّتصل سرم
 تزريق سه  شد.  تزريق خرگوش به عضلاني صورت
 صورت نيز به 22،  22،  4 هايدر هفته يادآوري
، از زمان اين شد. بعد از گذشت تزريق لانيعض
 گرفته خون مرفينوجود آنتي بررسي جهت حيوان
 آنزيم مرفينآنتي وجود فّعاليّت بررسي شد. روش
از  اطمينان بعد از حصول  بود.  ايمنواسي
ضّد  باديآنتي سازيخالص براي مرفينتوليد آنتي
 استفاده كروماتوگرافي تيافيني ، از روشمرفين
 باديآنتي شد كه مشّخص سازيشد. بعد از خالص
 نشده تخليص بار بيشتر از سرم 22، شده خالص
 دهد.مي نشان فّعاليّت
 ، آلبومين ضّد مرفين باديآنتي  :  كليدي هايواژه 
 . سوكسينات ، مرفين
 
 
 مـقـّد مـه 
 از اركان يكي  
 كيت ساخت براي سياسا
در  مرفين تشخيص
 به بيولوژيك مايعات
 تهّية ايمنواسي روش
 ضّد مرفين باديآنتي
). از 8و  2( است
مراكز  آنجا كه
، در در ايران پژوهشي
و توليد  ساخت راستاي
كنند؛ مي تلاش كيت اين
توليد و  به تصميم
 باديو آنتي سازيخالص
 شد. گرفته نضّد مرفي
توليد  سابقة  
 ضّد مرفين باديآنتي
 اوايل در دنيا، به
 دهة
 هفتاد ميلادي 
 ). البّته1گردد(برمي
 باديآنتي از اين
 پژوهشي اهدافبراي
 ، مانند تعيينمختلف
رسپتور  محّل قرارگيري
 انسان در بدن مرفين
در  مرفين و يا تشخيص
 بيولوژيك مايعات
 6( است شده استفاده
 به ). لازم8و 
با  كه است يادآوري
 هدف كه وجود آن
ما از توليد  نخستين
 باديآنتي سازيو خالص
 ، استفادهضّد مرفين
 كيت ساخت براي از آن
 ولي است مرفين تشخيص
در  كه در نظر است
 بر روي آينده
 ايمنولوژيك هايپاسخ
 با شده ايمن حيوانات
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 ، بررسيمرفين 
 آيد. عمل به بيشتري
 
 پـژ و هـش ر و ش 
 ايمنوژن ساخت  
 روش توسّط مرفين  
 و همكاران سيمون
 -6 - فينمر ) به11(
 تبديل سوكسيناتهمي
بالا  براي شد. منتهي
 مّدت راندمان بردن
يا  العملعكس زمان
 2 مّدت به لازم فّعالّيت
 داده افزايش ساعت
 مرفين شد، سپس
 توليد شده سوكسينات
پاركر و  روش توسّط
 ) به9( همكاران
گاو  سرم آلبومين
 شد. مّتصل
 يونايمونيزاس  
با  ايمونيزاسيون  
 از روش استفاده
 والكر و همكاران
 شد.  ) انجام11(
 
 بـررسـي بـراي  
ضـّد  بـاديوجـود آنتي
  مرفين
 آنــزيــم از روش  
 ايـمـنـواســي
 اسـتـانــدارد
)      ASILE  ( تـكنيـك  
 شــد . استفـاده
 
 باديوجود آنتي بررسي  
وجود  يبررس براي  
 ضّد مرفين باديآنتي
 آنزيم از روش
 ايمنواسي
  استاندارد(تكنيك
شد.  ) استفاده ASILE
 ، كونژوگهروش در اين
 به مّتصل باديآنتي
 سيليناز بهپني آنزيم
 باديآنتي عنوان
 .كار رفت به ثانوّيه
 پوششي ژنآنتي تهيّه  
وجود  سنجش براي  
با  مرفينآنتي فعالّيت
 از روش استفاده
و  ايمنواسي آنزيم
 اليزا؛ لازم تكنيك
 ابتدا ايمنوژن است
 پوشانده پليت در ته
 شود. از آنجا كه
 دارد فّعالّيت احتمال
گاو  سرم ضّد آلبومين
 وجود داشته در سرم
 باشد؛ لـذا بـراي
 جهت ژنآنتي تهّية
 پليت پـوشـاندن
 از اّتصال اليزا
 - 6 - مرفين
 به سوكسيناتهمي
 مرغتخم آلبومين
 شد. استفاده
 اندازيراه براي  
 است اليزا لازم تكنيك
 ژنآنتي مطلوب ميزان
گردد.  مشخّص پوششي
منظور از  اين براي
  draoB  ressehC روش
 ). به7شد( استفاده
 كه صورت اين
از  متفاوت هايميزان
 پليت در ته ژنآنتي
 آن شد و روي پوشانده
 متفاوت هايدر نوبت
 گرديد. اضافه سرم
منظور  اين براي  
 هايدر غلظت ايمنوژن
 11،  5،  2،  1
در صد  ميكروگرم
 ميكروليتر بافرفسفات
 مولار در ته ميلي 11
شد و  پوشانده پليت
 شب بعد از يك
 77در  انكوباسيون
شستشو  پليت درجه
 براي شد. سپس داده
 خالي محلهاي پر كردن
 به ژلاتين 5 از محلول
ميكروليتر  112 ميزان
و  پليت هر خانة براي
 ساعت يك مّدت به
 111 شد. سپس استفاده
در  ميكروليتر سرم
،  10111،  1015 رّقتهاي
در  10118و  10111
 ميلي 11 بافرفسفات
درصد  1 كه مولار
و  دارد تهّيه ژلاتين
 بعد از زمان
هر  به انكوباسيون
 ، و سپساضافه چاهك
 ساعت بعد از يك پليت
 77در  انكوباسيون
 شد. شستشو داده درجه
 111 در نهايت  
 ميكروليتر سوبستراي
 سيليناز كهپني آنزيم
با  است  V  سيلينپني
 گرمميلي 1/82 غلظت
هر  ليتر بهميليدر 
شد. بعد  اضافه چاهك
 ساعت از يك
 77در  انكوباسيون
ها چاهك به درجه
 اضافه رنگي محلول
 رنگي محلول شد. اين
 آنزيم براي
سيليناز يد در پني
در  كه است نشاسته
 وجود فعالّيت صورت
سوبسترا  آنزيمي
و يد  شده شكسته
موجود در يدور احياء 
 محلول گردد. رنگمي
 به از آبي رنگي
شود. مي تبديل رنگبي
بعد  دقيقه 5 سرانجام
 محلـول از افـزودن
 نتيجه رنــگـي
 دسـتـگــاه تــوسّـط
 در طول  REDAER ASILE
نانومتر  126 موج
 شد. قرائت
 باديعيار آنتي تعيين  
 در سرم
در  پوششي ابتدا ژن  
 پليت هايخانه ته
گيرد. بعد از قرار مي
 انكوباسيون شب يك
بار شستشو  7پليتها 
شوند و مي داده
از  مختلفي هايرّقت
،  10118،  10111 سرم
 آن به 101127و  101161
 شد و بقية اضافه
  مانند روش مراحل
در  كه  draoB ressehC
 شده داده بالا شرح
 .يافت ، ادامهاست
 سفاروز سازي لفّعا  
سفاروز  سازي فّعال  
و  مارچ روش به  B1
 ) انجام7( همكاران
 فّعال ژل به شد، سپس
 به آمينوهگزان شده
و  كيسكواتري روش
 ) مّتصل1( همكاران
 گرديد. در نهايت
 به ژنآنتي
سفاروز   آمينوهگزان
از  با استفاده  B1
 و همكاران سيمون روش
 شد. داده ) اّتصال11(
 براي سرم سازي آماده  
 تخليص
 ابتدا گامابولين  
 آمونيوم توسّط سرم
با  اشباع سولفات
 از روش استفاده
 و همكاران كاميبل
شد.  داده ) رسوب5(
 هفته بعد از يك
 دياليز در مجاورت
 2.7=HPبا   بافر فسفات
ديگر در  شب يك
 فسفاتبافر  مجاورت
 1/11 كه  3.6=HPبا  
 مولار كلريد سديم
 دياليز گرديد. داشت
 و انجام گذارينمونه  
 كروماتوگرافي
 انتخاب كه ستوني  
 1/5 X 11شد 
 ژل سانتيمتر و ميزان
 آن داخل شده متراكم
 ليتر بود. قبلميلي 5
بود  كار لازم از شروع
، آزايدژل تا سديم
ليتر ميلي 15 توسّط
مولار كلريد  1 محلول
 1با  و سپس سديم
  ليتر بافر فسفات
شود.  شسته  2.7=HP
 روش به كروماتوگرافي
 7( والكر و همكاران
 ) و با همان11و 
 توسّط مصرفي محلولهاي
شد و  آنها انجام
 حجم به فراكسيونهايي
 آوريليتر جمعميلي يك
 گرديد.
 ّعاليّتوجود ف بررسي  
 در فراكسيونهاي باديآنتي
 شده آوريجمع
 فراكسيونهاي  
 كه شده آوريجمع
در  نوري جذب داراي
نانومتر  182 موج طول
 مخلوط بود؛ با هم
 در مجاورت شد. سپس
 81 مّدت مقطّر به آب
دياليز شد. بعد  ساعت
و  از دياليز، تغليظ
ليوفيليز شد و در 
 روش همان هب نهايت
تيتر  تعيين براي كه
شد وجود  انجام سرمي
در  مرفينآنتي فّعالّيت
 شد. كنترل آن
 ميزان بررسي روش  
 تخليص
 ميزان بررسي جهت  
 از مقايسة تخليص
 تخليص سرم فّعالّيت
بعد از ليوفيليز  شده
شد.  استفاده كردن
 فّعالّيت بررسي روش
با  يمونواسيا آنزيم
 از تكنيك استفاده
 روشي همان اليزا به
 تعيين براي كه
در  فّعالّيت
 فراكسيونها انجام
 بود استفاده شده
 جاي به گرديد. منتهي
،  11 معادل رّقتي سرم
 1/61،  1/8،  1/1،  2
 ميكروگرم 1/2711و 
از  در بافر فسفات
و  فراكسيونها تهّيه
 شد. اضافهچاهكها  به
 
 هـا يـا فـتـه 
 بررسي در اين  
سنتز  صحت كنترل
 - 6 مرفين
 ، مطابقسوكسيناتهمي
 و همكاران سيمون روش
شد.  ) كنترل11(
 هاپتن ميزان كنترل
 آلبومين به شده مّتصل
از  ، با استفادهحامل
 خاموشي ضريب تعيين
 - 6 مرفين
د ش مشخّص سوكسيناتهمي
 8/2 طور متوسّط به كه
 - 6 مرفين مولكول
هر  به سوكسيناتهمي
 سرم آلبومين مولكول
 مولكول 8/5گاو 
 - 6 مرفين
 سوكسيناتهمي
، شده خالص باديآنتي  
 بار بيشتر از سرم 22
 فّعاليّت نشده تخليص  
 دهد .مي نشان
 
 هر مولكول به 
 مّتصل مرغتخم آلبومين
 . از نتايجاست شده
شد  مشخّص   draoB ressehC
با  جواب بهترين كه
 2و  1 غلظتهاي
 6 از مرفين ميكروگرم
 مّتصل سوكسيناتهمي -
 مرغتخم آلبومين به
ميكروليتر  111در 
 حاصل بافر فسفات
 شد كه شود و مشخّصمي
 101127تا تيتر 
هر  در سرم باديآنتي
 .است تمثب حيوان
 نوري جذب در بررسي  
 آوريجمع فراكسيونهاي
 182 موج در طول شده
نانومتر بعد از 
 و شستن كروماتوگرافي
 شمارة هايلوله ستون
 كه 1و  7،  2،  1
 نوري جذب داراي
، آوريبودند، جمع
و  ، ليوفيليزهتغليظ
 درجه -12در 
 گراد نگهداريسانتي
 در مقايسه شود، كهمي
 ليوفيليزه با سرم آن
 52 شـده مشخّص شـده
 سـرم بـه بــار نسبت
 .تر استفّعال
  بـحـث 
 و تحليل تجزيه  
 بررسي اين نتايج
با  دهد كهمي نشان
 كه اين به توجّه
 توليد شده باديآنتي
 از تيتر بالايي
و در  برخوردار است
 سيايمنوا آنزيم روش
 پروتئين كه هنگامي
شود، مي عوض حامل
 آلبومين جاي به يعني
 گاو از آلبومين سرم
شود،  استفاده مرغتخم
 اّولين بين تفاوت
 و جذب تيتر سرمي
)  BSN(  غيراختصاصي
 وجود دارد بنابراين
 به ژنآنتي تبديل روش
 مناسبي روش ايمنوژن
 ةو كلا ًدر پروس است
 كونژوگاسيون تبديل
 به مشترك توپاپي
. است وجود نيامده
 با روش راحتي لذا به
 ايمنواسي آنزيم
 باديعيار آنتي تعيين
 قابل در سرم
 و به است گيرياندازه
 از اين جهت اين
در  توانمي باديآنتي
 تشخيص كيت ساخت
 كرد. استفاده مرفين
 توجّه قابل نكتة  
 كه است ديگر آن
اكثرًا در  كه آنزيمي
 ايمنواسي آنزيم روش
گيرد قرار مي
 ولي پراكسيداز است
از  تحقيق در اين
سيليناز  پني آنزيم
 دارا بودن عّلت به
 از قبيل هائيمزّيت
 كينيتيك بالا بودن
 بودن و ارزان آنزيمي
 آنزيم به نسبت آن
مورد  پراكسيداز
 .قرار گرفت استفاده
 كه از نكاتي يكي  
، است يادآوري به لازم
 هايدر فراكسيون
از  حاصل شده آوريجمع
بافر  توسّط ستون شستن
 فّعالّيت سالين فسفات
شد  مشاهده مرفينآنتي
بافر  از آنجا كه ولي
 عاملي سالين فسفات
 عوامل شستن جهت
 و عواملي پيوند نشده
 صورت به كه است
 وصل غيراختصاصي
 اند بنابراينشده
در  فّعالّيت وجود اين
از  حاصل فراكسيون
نتسش نوتس  رفاب اب
تافسف هب ًلاامتحا تّلع 
ندوب رتدايز نازيم 
هنومن تّيفرظ زا نوتس 
تسا. 
 
 
 Abstract 
 The production of the Anti - 
morphine Antibody 
  In order to produce Anti - morphine Antibody , we 
, first of all , converted the morphine  to the Soxinate 
Morphine and then we attached it to the cows serum 
albumin . In this research , 8.2 molecules of the 
Soxinate Morphine were atlached to each molecule of 
the cow's serum albumin and then the developed 
immuno - gene was injected intramuscularly to the 
rabbits. Three booster injections were also carried out 
intramuscularly within the 4th , 12th and the 21st 
weeks. After the elapse , blood was taken out of the 
animal's body for investigation in to existence of Anti - 
morphine . The method used to investigate the 
activatedness of the Anti - morphine was to use the 
Immuno . A . C . After obtaining assurances about the 
afinity chromatography method was used in order to 
purificate the Anti - morphine antibody . After the 
purification was carried out , it was recognized that the 
purificated antiboay showed a sort of activity which was 
25 times more effective than the unreleased serum . 
Key words : Anti - morphine Antibody , Soxinate 
Morphine . 
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